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掘氏疫霉抗土菌灵突变体的诱导及其特性研究
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摘  要:掘氏疫霉 Phytoph tho ra drechsleri是引起黄瓜疫病的主要病原菌。采用紫外线诱导获得了

20株掘氏疫霉抗土菌灵的突变体,并对其生物学特性进行了研究。结果表明, 掘氏疫霉对土菌灵

的抗性突变频率高于对甲霜灵的抗性突变频率,但其抗性水平低于抗甲霜灵突变体,在 1. 3~ 4. 3倍

之间;掘氏疫霉对土菌灵的抗性在继代培养和常温保存过程中稳定,突变体的生长速率与亲本敏感

菌株相比发生了不同程度的变化;此外,掘氏疫霉抗土菌灵突变体对甲霜灵和烯酰吗啉无交互抗性。
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Abstract: Tw enty e tridiazo le-resistant m utants o f Phytophtho ra drechsleri w ere obta ined by ultrav io le t

irradiation, and som e o f their b io lo g ica l characteristics w ere studied in v itro. The resu lts show ed tha t

f requency of m utation in P . drechsler i that resistant to etrid iazo le w as higher than that resistant to

m eta laxy ,l w h ile etr id iazo le-resistant lev el w as m uch low er than that o f m e talaxy-l resistance, the

resistance facto r( RF) for etridiazo le w as ranged from 1. 32 to 4. 31. The resistance to e tridiazo le w as

stable in the process of continuous transfer cultivation and long conserva tion under room tem perature.

A s com pared to their parenta l sensitive iso late, the g row th ra tes o f m utan ts changed m o re o r less. In

add ition, there w as no cro ss-resistance betw een e tridiazo le and m eta laxy l o r d im e thom orph.
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  由掘氏疫霉 Phytoph tho ra drechsler i Tucker引

起的黄瓜疫病,在全国各黄瓜产区均有发生, 其中

以北方秋黄瓜、南方春黄瓜发病较重
[ 1]
。黄瓜疫

病可造成黄瓜大面积死亡, 减产幅度一般在 20%
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左右,是影响黄瓜生产的重要因素之一。该病原

菌除为害黄瓜外, 还可侵染丝瓜、冬瓜、西瓜、南

瓜、葫芦、菜瓜、瓠瓜、甜瓜、白兰瓜、哈密瓜、苦瓜、

越瓜等葫芦科作物及葫芦科之外的雪松、非洲菊、

刺槐、银合欢、印度枣等 23科 86种植物。目前对

黄瓜疫病的防治主要依赖化学药剂, 如甲霜灵、霜

霉威、百菌清、烯酰吗啉、三乙基膦酸铝、土菌灵、

代森锰锌等。其中土菌灵是有利来路化学公司

( U niro ya lC hem ical C o. )开发的噻二唑类杀菌剂,

通过抑制病菌的脂质过氧化而起作用, 是一种优

良的种子和土壤处理剂, 可防治镰孢属、疫霉属、

腐霉属和丝核菌属真菌引起的猝倒、根腐、茎腐等

多种作物病害
[ 2]
。目前国内外尚未见关于掘氏疫

霉对土菌灵抗性的研究报道。作者以掘氏疫霉为

靶标菌,以已知的高抗性风险药剂甲霜灵为对照

药剂,通过在室内诱导掘氏疫霉对这两种药剂的

抗药突变体并研究其部分生物学性质, 旨在为评

价掘氏疫霉对土菌灵的抗性风险提供参考。

1 材料与方法

1. 1 供试病菌和药剂

菌株代号为 PM-01的掘氏疫霉 Phytophtho ra

drechsler i T ucker,由中国农业大学种子病理药理

学实验室提供, 对土菌灵和甲霜灵均敏感。

92%土菌灵 ( etridiazo le )原药 (浙江禾益农化

有限公司生产 ) ; 98%甲霜灵 ( m etalaxy l)原药 (新

加坡利农私人有限公司生产 ) ; 95. 5% 烯酰吗

啉 ( d im ethom o rph)原药 (江苏耕耘农化有限责任

公司生产 )。以丙酮为溶剂, 分别将上述原药配

制成 1 @ 10
4
Lg /m L 的母液, 于 4e 冰箱中保存

备用。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 掘氏疫霉对药剂的敏感性测定  采用菌

丝生长速率法。沿在马铃薯蔗糖培养基 ( PSA )平

板上培养 5 d的掘氏疫霉菌落边缘制取直径 5 mm

的菌饼, 分别接种到含系列浓度药剂及不含药的

平板上。每处理重复 3次, 25e 黑暗条件下培养

4 d后测量菌落直径,并按 ( 1 )式计算各药剂处理

浓度对病菌菌丝生长的抑制率 (% )。

将抑制率转换为机率值 (Y ) , 药剂浓度转换成

对数值 (x ) , 求得药剂对突变体的毒力回归方程 Y

= A + Bx以及有效抑制中浓度 ( EC 50 )。

抑制率 (% ) =
对照菌落直径 (m m ) - 处理菌落直径 (m m )

对照菌落直径 - 5( mm )
@ 100 ( 1)

1. 2. 2 抗药突变体的诱导  将培养 5 d的掘氏疫

霉于 20 W 紫外灯垂直下方 16 cm 处照射 45 s, 然

后制取直径为 4 mm 的菌饼, 转接于分别含

10 Lg /m L土菌灵和 10 Lg /m L甲霜灵的 PSA培养

基上,菌丝面朝下, 于 25e 黑暗条件下培养。连续

观察菌落生长情况, 并将菌饼边缘出现的扇形角

突变体转接至含有 10 Lg /m L相应药剂的 PSA平

板上,能生长者视为抗药突变体,并转接至 PSA斜

面上保存待试,同时由 ( 2)式计算产生抗性角突变

体的频率 (% )。

突变频率 (% ) =
抗性角突变体数

测试菌饼总数
@ 100 ( 2)

1. 2. 3 抗药突变体的抗性水平测定  参照 1. 2. 1

节的方法分别测定突变体及其亲本菌株对药剂的

敏感性,然后求出各抗药突变体的抗性水平 (RF,

R esistance Facto r) ,即 RF = EC50 (抗药突变体 )∕

EC50 (亲本敏感菌株 )。

1. 2. 4 抗土菌灵突变体在离体条件下的生长速
率  将各抗药突变体及其亲本菌株在 PSA平板上

25e 下培养 5 d,然后在靠近菌落边缘处制取直径

为 5 mm 的菌饼接种于 PSA平板上, 25e 下黑暗
培养 4 d后测量菌落直径, 每菌株重复 3次, 采用

SPSS统计软件比较各菌株之间生长速率的差异显

著性。

1. 2. 5 抗土菌灵突变体的交互抗性测定  选择

5株抗土菌灵突变体及其亲本敏感菌株, 参照

1. 2. 1节的方法, 分别测定这些菌株对土菌灵、甲

霜灵、烯酰吗啉等药剂的敏感性, 然后分析抗土菌

灵突变体对另外两种药剂的抗药性。

1. 2. 6抗土菌灵突变体的抗药稳定性研究  选择
1株抗土菌灵突变体, 在无药 PSA平板上连续转

代培养 7代后测定其对土菌灵的敏感性, 并与转

代前的敏感性进行比较, 观察抗土菌灵突变体的

抗药稳定性。此外, 将所获得的抗药突变体及其

亲本菌株在 25e 下保存 45 d后转接于含 10 Lg /mL

土菌灵的 PSA平板上, 观察各抗药突变体的抗药
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稳定性。

2 结果与分析

2. 1 抗药突变体诱导结果
病原菌 PM-01在分别含 10 Lg /m L土菌灵和

10 Lg /m L甲霜灵的 PSA平板上的生长均受到完

全抑制。经过紫外线诱变, 7 d后少数菌落边缘开

始出现快速生长的角状突变体, 到第 15 d, 将各抗

药角突变体分别转接至含 10 Lg /m L 土菌灵和

10 Lg /m L甲霜灵的 PSA平板上进行验证, 从供试

的 450个菌饼中共获得 20株抗土菌灵的突变体,

菌饼产生抗性角突变体的频率为 4. 44% , 从供试

的 300个菌饼中共获得 2株抗甲霜灵的突变体, 菌

饼产生抗甲霜灵突变体的频率为 0. 67%。

2. 2 抗药突变体的抗性水平
所有抗土菌灵突变体经验证均能在 10 Lg /mL

浓度土菌灵 PSA平板上生长, 对抗药突变体及其

亲本敏感菌株对土菌灵的敏感性测定结果 (表 1)

表明, 土菌灵对亲本菌株的 EC50为 0. 398 Lg /m L,

20株抗药突变体的 EC50与亲本菌株相差较小, 在

0. 523~ 1. 70 Lg /m L之间,抗性水平 ( RF)在 1. 32

~ 4. 28倍之间, 平均抗性倍数为 2. 03。

Table 1 C om pa rison o f the sensitiv ity o fP . drechsleri to e tridiazo le and the g row th ra te be tw een the parent

stra in PM -01 and its e tridiazo le-resistant m utants

Iso lates Y = A + Bx r
EC 50

/ ( Lg /mL )

RF

( Resistan t factors)

C o lony d iam eter

- 5 / (mm )

PM -01 Y = 5. 914 1 + 2. 267 4x 0. 988 6 0. 398 / 56. 0 de*

PM -01-01 Y = 5. 000 6 + 1. 806 2x 0. 994 0 0. 999 2. 51 55. 5 de

PM -01-02 Y = 4. 645 1 + 1. 534 6x 0. 978 6 1. 703 4. 28 63. 5 c

PM -01-03 Y = 5. 494 5 + 1. 976 6x 0. 936 2 0. 562 1. 41 53. 0 def

PM -01-04 Y = 5. 070 6 + 1. 686 2x 0. 932 7 0. 908 2. 28 57. 0 d

PM -01-05 Y = 5. 521 8 + 2. 657 4x 0. 964 1 0. 636 1. 60 44. 0 h i

PM -01-06 Y = 5. 834 3 + 2. 969 5x 0. 967 7 0. 524 1. 32 53. 0 def

PM -01-07 Y = 4. 658 7 + 1. 653 2x 0. 922 7 1. 609 4. 05 80. 0 a

PM -01-08 Y = 5. 741 7 + 2. 858 8x 0. 990 7 0. 550 1. 38 52. 0 defg

PM -01-09 Y = 5. 162 7 + 1. 854 8x 0. 962 0 0. 817 2. 06 71. 0 b

PM -01-10 Y = 5. 225 4 + 2. 147 3x 0. 993 5 0. 785 1. 98 46. 5 gh

PM -01-11 Y = 5. 361 0 + 1. 541 1x 0. 983 5 0. 583 1. 47 52. 0 def

PM -01-12 Y = 5. 152 4 + 2. 126 0x 0. 922 1 0. 848 2. 13 65. 0 c

PM -01-13 Y = 5. 227 7 + 1. 590 0x 0. 989 4 0. 719 1. 81 54. 0 de

PM -01-14 Y = 5. 347 4 + 2. 942 9x 0. 993 2 0. 762 1. 92 56. 0 de

PM -01-15 Y = 5. 081 6 + 1. 513 3x 0. 956 0 0. 883 2. 22 51. 0 efg

PM -01-16 Y = 5. 606 2 + 2. 154 0x 0. 993 9 0. 523 1. 32 65. 0 c

PM -01-17 Y = 5. 166 0 + 2. 153 2x 0. 978 3 0. 837 2. 11 44. 0 h i

PM -01-18 Y = 5. 400 0 + 1. 609 3x 0. 978 4 0. 564 1. 42 40. 0 i

PM -01-19 Y = 4. 995 7 + 1. 315 4x 0. 983 1 1. 008 2. 53 49. 0 fgh

PM -01-20 Y = 5. 538 5 + 2. 041 5x 0. 883 0 0. 545 1. 37 55. 0 defg

  * S ign if icance lev el in the sam e co lum n w ith D uncancs test atP = 0. 05.

  甲霜灵对 PM -01的 EC50值为 0. 118 Lg /m L。

虽然仅获得了 2株抗甲霜灵突变体, 但它们的

EC50 > 500 Lg /m L, 表现出极高的抗性水平。说明

掘氏疫霉对土菌灵的抗性突变频率高于对甲霜灵

的抗性突变频率,但抗性水平较低。

2. 3 抗土菌灵突变体的生长速率

亲本敏感菌株 PM -01及其抗土菌灵突变体的

生长速率测定结果 (表 1)表明, 各菌株在 25e 下

培养 4 d后,亲本菌株菌落直径为 61. 0 mm,抗药

突变体菌落直径在 40. 0~ 80. 0 mm 之间。方差分

析结果表明, 掘氏疫霉对土菌灵产生抗药性并不

意味着其生长速率必然上升或下降, 实际上生长

速率的变化与抗性水平无关。

2. 4 突变体对几种杀菌剂的交互抗性测定

甲霜灵对 PM-01的 EC 50值为 0. 118 Lg /m L,

对另外 5株抗土菌灵突变体的 EC 50值在 0. 070~
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0. 115 Lg /m L之间; 烯酰吗啉对 PM-01的 EC50值

为 0. 211 Lg /m L, 对另外 5株抗土菌灵突变体的

EC50值在 0. 124~ 0. 294 Lg /mL之间,表明野生敏

感菌株和抗土菌灵的突变体均对甲霜灵和烯酰吗

啉敏感。从图 1可以看出, 随着突变体对土菌灵

的敏感性下降, 其对甲霜灵和烯酰吗啉的敏感性

并未出现有规律的变化, 说明抗土菌灵的突变体

对甲霜灵和烯酰吗啉不存在交互抗性。

Fig. 1 C om parison o f the sensitiv ities o f PM -1 and

its etrid iazo le-resistan tm utants to etridiazo le,

m e ta laxy l and dim e thom o rph

2. 5 抗药稳定性

抗土菌灵突变体 PM-01-01在无药 PSA 平

板上连续转代培养 7代后, 其 EC 50值为 1. 028 ?

0. 131 Lg /m L,与其继代培养前的 EC50 ( 1. 113 ?

0. 135 Lg /m L)相比, 置信区间重叠, 无显著差异,

说明供试的抗土菌灵突变体在继代培养过程中抗

性没有丧失。此外, 所有抗土菌灵突变体在 25e

下保存 45 d,经活化后仍能在含 10 Lg /m L土菌灵

的培养基上生长, 而敏感菌株在该浓度下生长完

全受到抑制, 说明在保存过程中抗性也是稳定的。

上述结果表明尽管抗土菌灵突变体的抗性水平较

低, 但其抗性比较稳定, 说明掘氏疫霉对土菌灵的

抗性是由遗传基因的突变引起的, 而并非是对药

剂的一种暂时的适应现象。

3 讨论

  在植物病害防治过程中, 由于长期依赖化学

药剂以及不科学用药, 使得大量病原菌产生了抗

性, 如甲霜灵已在大多数卵菌中出现了严重的抗

性问题
[ 3~ 6]

, 阻碍了该药剂在生产中的继续使用,

被 FRAC划分为高抗性风险杀菌剂
[ 2 ]
。

尽管菌饼产生抗性角突变体的频率不能客观

地反映出抗性基因突变的频率, 但由于采用了相

同的紫外线照射剂量, 因此根据菌饼产生抗药角

突变体的频率能反映出抗甲霜灵和土菌灵的相对

突变频率高低。本研究表明, 与高抗性风险药剂

甲霜灵相比掘氏疫霉对土菌灵产生抗性突变的频

率高于对甲霜灵的抗性突变频率, 但对土菌灵的

抗性水平较低, 都在 5倍以下, 且抗性水平表现连

续性分布, 因此在较短的时间内不易因抗性产生

而导致土菌灵田间防治失效; 而甲霜灵的抗性水

平较高, 一旦产生抗性, 在药剂的选择压力下抗性

群体会迅速上升, 短时间内就会出现田间防效下

降的问题。因此, 掘氏疫霉对土菌灵的室内抗性

风险低于对甲霜灵的抗性风险, 但由于抗土菌灵

突变体的抗性稳定, 且部分抗药突变体的菌丝生

长速率相对亲本菌株未出现明显下降, 因此仍然

存在潜在的抗性风险, 更不能忽视实际使用中的

抗性风险问题。此外, 由于抗土菌灵的掘氏疫霉

对甲霜灵和烯酰吗啉不存在交互抗药性, 因此这

几种药剂可以在生产中交替和轮换使用, 以延缓

或避免掘氏疫霉对土菌灵出现抗性问题。

由于掘氏疫霉为二倍体卵菌, 虽然获得的抗

土菌灵突变体的抗性水平较低, 但其是否会在有

性重组过程中发生抗性基因的交换重组, 从而出

现高抗性水平的菌株尚值得进一步探索研究。
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